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破壁灵芝孢子粉对人肺癌细胞超微结构影响及抑制作用

汤 莹， 韩 森28 沈亚峰1 吕高建3 范晓燕1 雷长海1 张玉霞1 杨勇骥1△
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摘要 目的：观察破壁灵芝孢子粉对人肺癌细胞(A549细胞)超微结构的影响及对生长的抑制作用。方法：选取A549细胞

并采用离体实验研究破壁灵芝孢子粉对肺癌细胞的作用。利用透射电镜研究破壁灵芝孢子粉对A549细胞超微结构的影

响；利用CCK一8研究破壁灵芝孢子粉对A549细胞生长的抑制作用；利用乳酸脱氢酶(IDH)研究破壁灵芝孢子粉对细胞膜

通透性的影响。结果：透射电镜观察显示破壁灵芝孢子粉可进入A549细胞，细胞中线粒体出现肿胀等现象；10 mg／ml破壁灵

芝孢子粉可导致大量A549细胞肿胀、崩解。cCK一8检测结果显示破壁灵芝孢子粉导致A549细胞的存活率明显下降。

LDH检测显示破壁灵芝孢子粉可使A549细胞的LDH释放量明显增加，且存在浓度依赖关系。结论：破壁灵芝孢子粉对

人肺癌细胞具有显著抑制作用。
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Ganode珊a lucid咖spore powder induces ultrastructural changes and

growth inhibition in human l岫g cancer cells
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AbstI’act I()吣Pcffve：7ro study Ganode肌a lucidum spore powder induced growth inhibition and ultrastructural changes in
human lung cancer cells(A549 cells)．Met细lds：The锄讥￡ro A549 cells were used to study the e“ect of Ganodema lucidum

spore powder on human lung cancer cells． A549 cells were incubated with Ganodema lucidum spore powder for 4h The
ultrastructure of A549 cells was observed by transmission electron microscopy． The viability of A549 cells was studied by cell

counting kit(CCK一8) test． The membrane penlleability of A549 cells was studied by lactate dehydrogenase(LDH)

cytotoxicity assa y．ResHf拈：The A549 cells phagocytosed Ganoderma 1ucidum spore powder，had mitochondrial swelling，and

even led to a large number of A549 cell swelling and disintegration in 10 mg／m1 concentration of Ganodema lucidum spore
powder． GanodenTla lucidum spore powder 1ed to a significant decrease in the viability of A549 cells，and an obvious increase

in LDH release of A549 cells． And there was a concentration-dependent relationship．C'oncf珊fD阼：Ganodema lucidum spore
powder has a significant inhibitory effect on the human lung cancer ceIls．

Key words Ganodema 1ucidum spore powder；1ung cancer；A549 cells；transmission electron microscopy

近年来，肺癌的发病率和死亡率均明显升高。其

病因主要与长期吸烟、大气污染等因素有关。灵芝是

担子菌纲多孔科真菌灵芝的子实体，是一种药用真菌。

灵芝孢子粉是灵芝成熟期从子实体的菌盖释放出的孢

子。有文献研究报道破壁灵芝孢子粉具有抗肿瘤、增

强免疫等功效[1‘4]，但有关破壁灵芝孢子粉对肺癌细胞

抑制作用研究的报道较少。本研究利用透射电镜和分
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子生物学技术研究破壁灵芝孢子粉对人肺腺癌细胞

系一A5的细胞超微结构的影响以及抑制作用，初步探

讨破壁灵芝孢子粉抗肺癌的作用。

1材料和方法

1．1材料和试剂

破壁灵芝孢子粉由南京中科药业有限公司提供；

细胞培养基(DMEM)为Gibco公司产品；胎牛血清

(FBS)购自杭州四季青生物工程材料有限公司；胰蛋白

酶购于上海博光生物科技有限公司；实验室的器具耗

材购买于赛默飞世尔公司；CCK一8试剂盒购于同仁化

学有限公司；乳酸脱氢酶(LDH)检测试剂盒购于碧云

天生物技术研究所；血浆购于长海医院。
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1．2细胞培养及处理

A549细胞(人肺腺癌细胞)，由武汉大学中国典型

培养物保藏中心购得。A549细胞复苏后，用含10％胎

牛血清的DMEM培养基(加青霉素100 IU／ml，链霉素

100扯g／m1)在37℃，5％C02的细胞培养箱中培养。细

胞生长至密度约70％时，用o．25％胰酶消化传代，继续

培养至细胞的对数生长期时进行实验。实验组在培养

基中分别加入终浓度为5、10 mg／ml和15 mg／ml的破

壁灵芝孢子粉，以不加破壁灵芝孢子粉的细胞为空白

对照组，共孵育4 h。

1．3透射电镜检测

A549细胞与各浓度组的破壁灵芝孢子粉共孵育

4 h后，用o．1 mol／L PBS溶液漂洗3次，将细胞刮取收

集，加入4％多聚甲醛和4％戊二醛等容混合固定液，

4℃固定过夜。o．1 mol／L PBS溶液漂洗3次，每次

15 min，用戊二醛和血浆使细胞凝成团块状。将细胞团

块切成小块(1 mm×1 mm×1 mm)，经o．1 mol／L PBS

溶液漂洗过夜，1％锇酸后固定。梯度乙醇、丙酮脱水，

浸透后用环氧树脂Epon812包埋，聚合，用超薄切片机

(Leica—UC6，德国)进行超薄切片，经铀一铅双重染色

后，在透射电镜(H一7650，日本)下观察细胞超微结构并

记录观察结果。

1．4细胞存活率检测

采用CCK-8试剂盒检测细胞的存活率。A549细胞

接种于96孑L板，接种密度为每孔100灶l l＼伍M中5×103

个细胞，培养24 h后，加入不同浓度破壁灵芝孢子粉孵

育4 h，然后在每孑L加人10肚l岍8溶液，在二氧化碳
孵箱中继续孵育45 min。最后用酶标仪(Synerg)r 2，Bio_

tek，USA)在450 nm波长处检测各组溶液的吸光度。各

实验组与对照组相比，其结果取与对照组的比值。

1．5 LDH活性检测

将处于对数生长期的A549细胞以5×104／ml密

度接种于96孔板中，每孔180弘l，每个浓度组设5个复

孔，培养24 h后，加入不同浓度破壁灵芝孢子粉孵育

4 h，并设阴性和空白对照组。然后在96孑L板离心机上

以400 g离心5 min，取上清液120肛l加入到新的96孑L

板中，每孑L加人60弘l LDH工作液，用铝箔避光包裹放

到摇床上摇30 min。利用酶标仪测定吸光度，测定波

长为490 nm，参考波长为600 nm。根据吸光度值计算

不同浓度组A549细胞的LDH活性。

1．6统计学处理

所有实验数据均采用SPSS 16．o软件统计处理，

均值用互±s表示，单因素方差(one-way ANOVA)分析

组间MTT的OD值有无差异。

2结果

2，1破壁灵芝孢子粉的形态

破壁灵芝孢子粉的形态见图1。透射电镜观察显

示灵芝孢子粉结构均不完整，表明其均处于破壁状态。

图l破壁灵芝孢子粉的形态结构，标尺=5岬
Fig l M吣Iogical str眦tu他of留聃d唧嫩I眦id岫

sp0惜powder，b扑25¨m

2．2破壁灵芝孢子粉对A549细胞超微结构的影响

利用TEM观察破壁灵芝孢子粉与A549细胞共

孵育4 h后对细胞超微结构的影响，结果如图2所示。

电镜下可见对照组中A549细胞呈长梭形，线粒体结构

正常，无肿胀(图2A)。实验组中，少量A549细胞吞噬

灵芝孢子的碎片，灵芝孢子在细胞中存在于膜性小泡

中(图2B)。细胞中线粒体出现肿胀。较高浓度破壁灵

芝孢子粉组中可见大多数细胞出现肿胀、崩解现象(图

2C、D)。随着浓度进一步升高，细胞崩解的数量明显

增多。

2．3破壁灵芝孢子粉对A549细胞生长的抑制作用

A549细胞与不同浓度的破壁灵芝孢子粉(5、10、

15 mg／m1)共孵育4 h，结果(图3)显示破壁灵芝孢子粉

在5 mg／ml开始对A549细胞产生明显的毒性，随着破

壁灵芝孢子粉浓度的增加，细胞存活率明显下降。在
5 mg／ml实验组中细胞存活率仅为对照组的5p％左右。

2．4破壁灵芝孢子粉对A549细胞膜完整性的影响

LDH在胞质内含量丰富，正常时不能通过细胞

膜，当细胞受损或死亡时可释放到细胞外。因而LDH

检测结果可以反映细胞膜的损伤情况，是细胞毒性评

价的敏感指标。A549细胞与不同浓度的破壁灵芝孢

子粉共孵育4 h后LDH释放的结果显示，各浓度组的

破壁灵芝孢子粉均可导致A549细胞的LDH释放，且

存在浓度依赖关系。相对于空白对照组，5 mg／ml实验

组中A549细胞LDH的释放量明显增高，大于40％，

差异有统计学意义(P<o．01，图4)。
1

3讨论

一肺癌是一种恶性肿瘤。近年来，随着环境污染的

加剧，肺癌的发病率和死亡率也呈不断增高构趋势，严

重威胁人类健康。目前肺癌是全世界肿瘤致死的主要

一】9一
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图2破壁灵芝孢子粉进入A549细胞的透射电镜图像

Fig 2 删img幅of gaI加denm I眦id啪spore powder in A549 cells
A：The control group of A549 cells，bar一2 pm；B：A549 cells phagocytosed fragments of ganoderma lucidum

spore powder，bar一2扯m；C：Mitochondrial swelling in A549 cell，bar一500 nm；D：Swening and

disintegration of A549 cells，bar=2肛nL 十：Ganodema lucidum spore powder；△：Mitochondria

图3不同浓度的破壁灵芝孢子粉对A549细胞存活率的影响

Hg 3 CeU viaMlity of A549∞IIs麟posuredto diffe咖t
∞n∞nt心tions of galloden腑Iudd啪sp0他硼唧ders

¨P<O．01甜s control

原因之一，非小细胞肺癌是肺癌的常见类型之一，且预

后较差，5年生存率仍很低[s。7]。因此，对于肺癌的预防

和治疗一直是医疗工作者关注的热点。

灵芝孢子是灵芝成熟后释放出的生殖细胞，含有

多糖、三萜类、蛋白质、肽类、氨基酸、脂肪、腺嘌呤核苷

及微量元素等有效成分。具有抗氧化、抗病毒、降糖降

脂、免疫调节和抗肿瘤等多种生物学活性。破壁灵芝
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图4不同浓度的破壁灵芝孢子粉对A549细胞LDH的影响

ng 4 LDH of A549 ceUs exp惦ured to diffb他nt o蚰倪nt憎tio舾

of簪modenm Iucid哪spo他powders
¨P<O．01"s control

孢子粉可增加灵芝的有效生物活性物质的释放，提高

机体的免疫力L4’8J。

本研究所用的灵芝孢子粉呈破壁状态，透射电镜

下几乎未见到完整的灵芝孢子。有文献报道，灵芝孢

子可通过调节免疫功能来抑制肿瘤细胞的生长和增

殖，甚至杀伤肿瘤细胞[9]。而本实验通过透射电镜观

察显示破壁灵芝孢子粉对A549细胞的超微结构具有

一‘}℃o_时．I一时}掣【拿∞一一oU
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直接破坏作用。同时，结果显示除了少数A549细胞中

吞噬有破壁灵芝孢子的部分结构外，其他细胞中均未

见灵芝孢子，而在损伤严重的A549细胞周围均可见破

壁灵芝孢子粉，表明对A549细胞造成损伤的主要因素

可能是灵芝孢子内所含活性成分释出后的作用。王静

等[3]报道灵芝提取物对离体肿瘤细胞存在抑制作用。

杨巍等[10]报道灵芝制剂可提高Lewis肺癌模型小鼠免

疫系统的活性，增强机体的抗肿瘤免疫功能。完整的

灵芝孢子由于其致密外壳的保护，其内部的有效活性

成分不能释出而无法作用于细胞。潘鸿辉等[21研究提

出破壁灵芝孢子粉有助于灵芝孢子释放出有效的活性

成分，提高对肿瘤细胞的抑制作用。

CCK一8检测结果显示破壁灵芝孢子粉对A549细

胞的生长均有抑制作用。5 mg／ml破壁灵芝孢子粉与

A549细胞共孵育4 h，就可导致细胞存活率降为对照

组的50％左右。LDH检测结果也显示5 mg／ml破壁

灵芝孢子粉对A549细胞膜造成较严重的损伤，导致

LDH的释放量明显增加。随着浓度增加，破壁灵芝孢

子粉对人肺腺癌细胞A549细胞的存活抑制作用进一

步加强。吕明明等[11]也报道灵芝孢子油对肺腺癌癌性

胸水中原代肿瘤细胞有抑制作用，并与肿瘤化疗药物

(多西紫杉醇、顺铂、健择等)的抗肿瘤作用无明显

差异。

以上研究结果表明破壁灵芝孢子粉可造成A549

细胞超微结构明显损伤，甚至崩解；对人肺腺癌细胞

A549细胞有明显抑制作用，且存在浓度依赖性。其作

用机制还需进一步研究。本实验结果为破壁灵芝孢子

粉应用于肺癌的治疗提供了实验依据，具有积极意义。
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江苏省解剖学会遗体捐献工作推进会在南京召开

2014年江苏省解剖学会率先增设了“遗体捐献工作委员

会”。2014年12月28日在南京医科大学召开了“江苏省解剖学

会遗体捐献工作推进会”，这是全国解剖学界第一个此类专题会

议。参会代表来自江苏省15所医学院校解剖学科和相关部门、

部分城市红十字会和南京市红十字会捐献遗体志愿者之友。江

苏省红十字会副会长徐国林和南京医科大学副校长张竹繁专程

参加本次会议。

徐国林副会长分析了目前汀苏省遗体捐献工作的现状，并

认为本次会议的召开将对江苏省器官及遗体捐献工作开展起积

极的推动作用。研讨会上，江苏省解剖学会理事长丁炯教授作

了题为“医学院校在遗体捐献工作中角色作用”的主题报告。与

会代表就学校所在城市遗体捐献工作成功的经验和存在的问题

以及各医学院校相关工作的现状及对策进行了交流和研讨。一

致认为，医学院校不仅是遗体捐献工作的执行者和受益者，更应

积极、有效地发挥其多重角色作用。

本次会议的召开将对江苏省各地区的遗体、器官捐献和医

学教育工作的良性和协调发展产生积极的推动作用。
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